Polymerization of hyperbrached polysaccharides by combined biocatalysis by van der Vlist, Jeroen
  
 University of Groningen
Polymerization of hyperbrached polysaccharides by combined biocatalysis
van der Vlist, Jeroen
IMPORTANT NOTE: You are advised to consult the publisher's version (publisher's PDF) if you wish to cite from
it. Please check the document version below.
Document Version
Publisher's PDF, also known as Version of record
Publication date:
2011
Link to publication in University of Groningen/UMCG research database
Citation for published version (APA):
van der Vlist, J. (2011). Polymerization of hyperbrached polysaccharides by combined biocatalysis.
Groningen: s.n.
Copyright
Other than for strictly personal use, it is not permitted to download or to forward/distribute the text or part of it without the consent of the
author(s) and/or copyright holder(s), unless the work is under an open content license (like Creative Commons).
Take-down policy
If you believe that this document breaches copyright please contact us providing details, and we will remove access to the work immediately
and investigate your claim.
Downloaded from the University of Groningen/UMCG research database (Pure): http://www.rug.nl/research/portal. For technical reasons the










































hybrids  and  combine  the properties of  conventional block  copolymers with  the 
biodegradable and biocompatible character of natural polymers. When the natural 







polymersomes or  vesicles18,12,19,20,8.  The  saccharide  part  can be  crosslinked with 
divinyl  sulfone  in  order  to  fix  the  nanostructures6.  Furthermore,  a  dextran‐
polyethylene glycol (PEG) diblock copolymer results  in a double hydrophilic block 






linear  polymers.  Here  we  describe  the  chemo  enzymatic  synthesis  of  a  block 
copolymer  consisting  of  a  linear  polyethylene  glycol  part  and  a  hyperbranched 
polysaccharide part (see FIGURE  5.1). PEG is a unique polymer that dissolves in water 




retrogradation  associated with polysaccharide based  solutions23.  In  this  chapter 
diblock copolymer of PEG are synthesized. However, it is also possible to start the 
enzyme  catalyzed  polymerization  from  water  insoluble  polymers  such  as 
polystyrene14. In theory, hyperbranched polyglucan copolymers can be made from 
virtually any polymer. 
















































Attenuated  total  reflection  fourier  transform  infra‐red  (ATR  FT‐IR)  spectra were 
recorded on a Bruker  IFS88  spectrometer equipped with a MCT‐A detector at a 
resolution of 4 cm‐1 using an average of 50 scans for sample and reference. 
MALDI‐TOF  MASS  SPECTROMETRY  
MALDI‐ToF mass spectrometry measurements were performed on a Voyager‐DE PRO 
spectrometer in linear (positive ion) mode with 2,5‐dihydroxybenzoic acid (DHB) as a 




















for  another  30  minutes.  The  solvent  was  evaporated  by  means  of  rotation 
evaporation and the resulting PEG‐phthalimide was dissolved in water. The excess 















ATR  FTIR: 2880  cm‐1: C‐H  stretching  , 2327  cm‐1: NH3+  salt,   1665  cm‐1: phthalhydrazide 
impurity, 1582 cm‐1: N‐H bending (primary amine), 1100 cm‐1: C‐O stretching (PEG backbone). 
PURIF ICATION  OF  PEG‐NH2  
PEG‐NH2 was purified with Amberlite  IR‐120 H+ beads. See experimental section 
CHAPTER  4.  
I SOLATION  AND  PURIF ICATION  OF  POTATO  PHOSPHORYLASE  
See experimental section CHAPTER  2. 
CLONING,  EXPRESSION  AND  PURIF ICATION  OF  THE  GLYCOGEN  BRANCHING  
ENZYME  
See experimental section CHAPTER  2.  










ACTIVITY  ASSAY  GLYCOGEN  BRANCHING  ENZYME  
See experimental section CHAPTER  2.  
SYNTHESIS  OF  MALTOHEPTAOSE  
See experimental section CHAPTER  2. 





with  a modified24 method  of  Fiske  and  Subbarow25. Upon  reaching  equilibrium 




5.3 RESULTS AND  DISCUSSION  
Polyethylene glycol macroprimers are synthesized by reacting amine functionalized 
PEG with maltoheptaose in the presence of sodium cyanoborohydride. This reaction, 
known  as  reductive  amination,  results  in  a  PEG  polymer  chain  linked  to 




The  terminal  hydroxy  group  of  poly(ethylene  glycol)  methyl  ether  is  a  weak 
nucleophile and restricts PEG‐OH from wide application. However, the conversion of 




phtalimide  in  the  presence  of  diisopropyl  azodicarboxylate  (DIAD)  and 
triphenylphosphine (Ph3P) (see FIGURE  5.2  A). Subsequent hydrazinolyzes in refluxing 
ethanol with hydrazine hydrate yield PEG‐NH2 (see F IGURE  5.2  B) . 









F IGURE  5.2 : The Mitsunobu reaction with DIAD and Ph3P is depicted in scheme A. Scheme B 
describes the subsequent hydrazinolysis of PEG‐phtalimide to PEG‐NH2. 
Reaction A  and B  as depicted  in  F IGURE   5.2   can be  followed by  1H‐NMR34  and 
appeared to be an efficient method to synthesize amino functionalized PEG. 
 















and  the appearance of  the  (PEG)CH2NH2  signal at 2.6 ppm  (trace C). Remaining 
phthalhydrazide is responsible for the signals around 7.8‐8.1 ppm and is difficult to 









F IGURE   5.4 :  Reductive  amination  of  the  reducing  group  of maltoheptaose  and  amine 
functionalized  PEG.  The  resulting  macroprimer  is  able  to  start  the  enzyme  catalyzed 
polymerization. 
The  reductive  amination  was  performed  in  DMSO  and  DMF.  No  difference  is 
observed in solubility, reactivity or yield regarding the solvent of choice. DMF may be 
preferred since it is from a practical point of view easier to remove. 






reacted with the reducing end of maltoheptaose (see F IGURE  5.5  LEFT). 
The disappearance of the anomeric protons of maltoheptaose can be followed with 
1H‐NMR. The  and  anomeric signal of maltoheptaose are normally visible at 5.2 
and 4.6 ppm, respectively  (see F IGURE   5.5   RIGHT). These signals disappear once 











F IGURE  5.5 : IR spectrum (left) of PEG‐NH2 (A) and PEG‐G7 (B). The main differences between 
the  spectra are boxed. After  reaction  the primary amine  vibration  (1598  cm‐1) and NH3+ 
overtone (2329 cm‐1) disappear. 
 1H‐NMR spectrum (right). The anomeric protons (5.2 and 4.6 ppm) of maltoheptaose (C) as 
well  as  the H2  proton  (3.3  ppm) are  boxed. After  reaction with  PEG‐NH2  these  signals 
disappear (D). 
MALDI‐TOF  ANALYS IS  
MALDI‐ToF analysis of the macroprimer consisting of PEGmw2000 and PEGmw20000 were 
also performed. Unfortunately, the right conditions for the PEGmw20000 macroprimers 
were  not  found.  The  size  of  the  polymer  and  the  neutral  character  of  the 
oligosaccharide are accountable for this fact. 
The  spectrum of  the  low molecular weight macroprimer  (PEGmw2000)  is  shown  in 






















ethylene  glycol monomer.  The  difference  between  the maxima  of  the  bimodal 
distribution corresponds to the molecular weight of maltoheptaose (1153 g·mol‐1). 
 




































100  86  11.5  24.0 
250  168  11.5  23.3 




100  129  9.1  26.4 
250  220  7.8  30.9 




100  92  10.7  29.2 
250  206  10.7  30.9 




































(in  F IGURE   5.7 )   compared  with  a  hyperbranched  polysaccharide  started  from 
maltoheptaose.  
 
F IGURE  5.7 : The hydrodynamic radii as obtained by DLS measurements of different primed 
enzyme catalyzed tandem polymerizations with different feed ratios G‐1‐P. 
Water soluble hyperbranched polysaccharides tend to form aggregates in water due 
to  intermolecular  hydrogen  bonding  between  the  abundant  hydroxy  groups35. 
Therefore, the hydrodynamic radii as shown  in F IGURE   5.7  represent the radii of 
aggregates rather than single polymer chains. The  increase  in feed ratio of G‐1‐P 
results  in  aggregates  build  up  from  larger  hyperbranched  polysaccharides.  This 
aggregation behaviour  is also observed  in  the BDA‐(G7)2 and TREN‐(G7)3 started 
polymerizations as shown in CHAPTER  4.  
A clear shift in hydrodynamic radius is seen for the diblock copolymers as compared 
to  the maltoheptaose  started  polysaccharides. However,  the  two  different  PEG 











PEGMW20000  in water  are  an  order  smaller  than  the  size  of  the  aggregates.  The 
hydrodynamic radius of PEGMW2000 and PEGMW20000 are, respectively, ~1.3 nm and ~4.5 
nm36.  When  the  PEG  chains  are  entangled  (interpenetrating  coils)  inside  the 
hyperbranched polyglucan aggregates it is difficult to observe a volume change with 
DLS. 




individual  polymer  chains37.  Furthermore,  electron  microscopy  can  give  more 
information about the aggregation behaviour. 
5.4 CONCLUSIONS  
Two  PEG  macroprimers  with  different  molecular  weights  were  successfully 
synthesized. PEG‐methylether with a molecular weight of 2000 g·mol‐1 was  first 
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